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ポリメラーゼε校正活性がもつカンプトテシン耐性化機構の解明 
 
【序論】 
	 ゲノム DNA の複製を担うポリメラーゼε(Polε)は、1 千万回に一度しか複製エラーをし
ない非常に優れた正確性を持っている。この正確性は、誤った塩基が挿入された際に、そ
れを除去するエキソヌクレアーゼ活性による校正のため実現する。所属研究室では、Pol
εの校正エキソヌクレアーゼ活性のゲノム維持における働きについて研究し(1)、この活性
を変異で潰した細胞は抗がん剤カンプトテシンに対し野生型細胞よりも大きな感受性を示
すことを、ニワトリ B 細胞 DT40、マウス MEF 細胞ならびにヒト B 細胞 TK6 で示してい
る。この事実から、Polεエキソヌクレアーゼ活性が、カンプトテシン耐性化に寄与するこ
とが示唆された。カンプトテシンはトポイソメラーゼ I 酵素(TOPI)の阻害剤である。TOPI
はDNAと共有結合を形成し、一時的に一本鎖切断を作ることでDNAのよじれを解消する。
カンプトテシンが TOPI を阻害すると、DNA-TOP1cc と呼ばれる DNA と TOP1 が共有結
合した形状の一本鎖切断が形成される（図１、A）。その一本鎖切断は、タンパク質 TDP1
や XRCC1 が関わる経路により修復されるが、修復されないと複製中の DNA に二本鎖切断
を誘導する。このような損傷を引き起こすカンプトテシンに対し Polεエキソヌクレアーゼ
活性が耐性化を示すが、その耐性化機構はわかっていない。Polεエキソヌクレアーゼ活性
の変異が、多くのがん細胞で見受けられていること(2)から私は、Polεエキソヌクレアーゼ
活性がもつカンプトテシン耐性化機構の解明が重要な課題であると考え、DT40 細胞なら
びにTK6細胞を用いてポリメラーゼε校正活性がもつカンプトテシン耐性化機構の研究を
進めてきた。 
【結果・考察】 
	 複製中の DNA を観察するために、TK6 細胞の野生型細胞(WT )と Polεエキソヌクレア
ーゼ欠損細胞(Polεexo- )を用いて DNA Fiber アッセイを行った。このアッセイでは、複製
中の DNA をラベルし可視化することで、複製の速さを観察することができる。このアッ
セイの結果、カンプトテシン存在下において WT 細胞では複製に遅れが生じるのに対して、
Polεexo- 細胞では複製に遅れが生じないことがわかった。DNA-TOP1cc に応答した複製の
停止においては、Fork reversal(図１, B)と呼ばれる、巻き戻った DNA 構造が形成される
ことが電子顕微鏡を用いた先行研究で知られている (3)。Polεexo- 細胞ではこの Fork 
reversal 形成が起こらず細胞死に結びつくことが示唆された(図１, C)。Fork reversal 形成
は相同組換えに依存する(3)。相同組換えの開始にはヌクレアーゼによる DNA 除去が必要で
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ある(3)。Fork reversal 形成のための相同組換えに必要な DNA 除去を Polεエキソヌクレ
アーゼ活性が担っていると考えた。一方、相同組換えは二本鎖切断修復においても重要な
働きを持ち、この修復時に必要な DNA 除去を行うヌクレアーゼは分かっている(4)。カンプ
トテシンによる DNA-TOP1cc での複製停止に、これらのヌクレアーゼが寄与する可能性を
検討した。その結果、どのヌクレアーゼ欠損細胞においても野生型細胞と同程度の複製の
遅れが見られた。このことから Fork reversal を形成する際の相同組換えは、Polεの校正
エキソヌクレアーゼ活性による末端 DNA 除去に依存して開始されることが分かった。 
	 カンプトテシンによる DNA 損傷の修復の速度を調べるため、WT 細胞と Polεexo- 細胞
にカンプトテシンを 15 分間曝露し、カンプトテシンを除いた後の、DNA 損傷部位に蓄積
する γH2AX foci 形成を観察した。WT 細胞では、修復過程で γH2AX foci が一時的に観察
されるが、すぐに解消された。他方 Polεexo- 細胞では、γH2AX 解消の遷延が見られた。
γH2AX foci 観察実験の結果、WT 細胞は γH2AX foci が 1 時間後から徐々に消えていき、
24 時間後には回復しているのに対して、Polεexo- 細胞では γH2AX foci が 36 時間後まで
残っていた。今後、カンプトテシンによる損傷の修復に関わるタンパク質の XRCC1 や
TDP1、そして一本鎖 DNA をコーティングするタンパク質 RPA の foci を観察することで、
Polεエキソヌクレアーゼ活性によるカンプトテシン耐性化機構を解明していく。 
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略語一覧	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	   
2-Me   2-Mercaptoethanol 
AcOH   Acetic acid 
ATP   Adenosine triphosphate 
BrdU   5-Bromo-2’-deoxyuridine 
BSA   Bovine serum albumin 
Bsr   Blasticidin resistant 
CS   Chicken Serum 
CldU   5-Chloro-2’-deoxyuridine 
dNTP   Deoxyribonucleoside triphosphate 
DMSO   Dimethyl sulfoxide 
DNA   Deoxyribonucleic acid 
Dox   Doxycyclin 
DW   Distilled water 
EDTA   Ehylenediaminetetraacetic acid 
EtOH   Ethanol 
exo-   Exonuclease dead 
FBS   Fetal bovine serum 
His   D-Histidinol 
HR   Homologous Recombination 
HS   Horse Serum 
IdU   5-Iodo-2’-deoxyuridine 
MeOH   Methanol 
MQ   Milli-Q 
Neo   Neomycin 
NP40   Nonidet P-40 
PBS   Phosphate -Buffered Saline 
PBST   0.05% Tween in PBS   	 	 	 	  
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PI   Propidium iodide 
PFA   Paraformaldehyde 
Pol   Polymerase 
P/S   Penicillin/ Streptmycin 
Puro   Puromycin 
RNA   Ribonucleic acid 
rNTP   Ribonucleoside triphosphate 
rpm   Rotation per minute 
SDS   Sodium Dodecyl Sulfate 
TOP1   Topoisomerase 1 
TOP1cc   DNA-Topoisomerase 1 covalent complex 
Tris   2-Amino-2hydroxymethyl-1, 3-propanediol 
WT   Wild Type             
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第 1 章  序論  
 
第 1 節  細胞周期と DNA の複製 
 
	 DNA を構成する塩基は A, T, G, C の 4 塩基である。これら 4 塩基の順列によ
り遺伝情報は決定し、その遺伝情報により個体の形質は決定する。DNA に書き
込まれた遺伝情報は、細胞分裂を通じて親細胞から娘細胞へコピーされる。
DNA の塩基配列を元に転写が行われ、mRNA が生成される。mRNA の情報を
元にアミノ酸が翻訳され、生成されたアミノ酸の配列によって、特異的なタン
パク質が生成される。そのタンパク質によって個体の形質が決定するため、
DNA に書かれた遺伝情報の正確なコピーは、細胞や個体の安定化のために極め
て重要であり、非常に高い正確性が求められる。その正確性を実現するために
は DNA の正確な複製、そして細胞の正確な分裂が行われなければならない。
この複製、および分裂を含む細胞周期は、G1 期、S 期、G2 期からなる間期と
M 期からなる分裂期に分類される。G1 (Gap 1)期は DNA の複製を行うための
準備期であり、S (Synthesis)期は DNA の複製が行われる複製期である。G2 
(Gap 2)期は細胞分裂を行うための準備期であり、M (Mitosis)期は細胞の分裂が
行われる分裂期である。そのうち S 期における DNA の複製は非常に正確であ
る必要があり、それを担う酵素が、複製 DNA ポリメラーゼである。複製の際
には、二重らせん構造をとった DNA は、そのらせん解消が必要である。らせ
んを解消した二本鎖 DNA は、その形から複製フォークと呼ばれ、複製フォー
クの進行に伴い DNA の複製も進行する。 
	 DNA 鎖は 5’→ 3’方向と 3’→ 5’ 方向という 2 つの方向があり、二本鎖 DNA
はそれぞれ逆方向を向いている(Fig. 1)。複製時にはリーディング鎖とラギング
鎖という 2 つの新生鎖を合成する(Shcherbakova et al., 2003)が、その合成方法、
そして合成を担う DNA ポリメラーゼの種類が異なる。リーディング鎖は複製
フォークの進行方向に沿って合成されるが、ラギング鎖は複製フォークの進行
方向とは逆向きに、返し縫いをするように合成される(Fig. 2)。合成を担う複製
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ポリメラーゼは、リーディング鎖はポリメラーゼε(Polε) (Pursell et al., 2007)、
ラギング鎖はポリメラーゼδ (Polδ) (McElhinny et al., 2008)である。いずれ
も 1 千万回に 1 回以下の複製エラーしか許さない、非常に優れたポリメラーゼ
である (Ohya et al., 2002)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 二重らせん DNA はそれぞれ逆向き 
(5’→ 3’ および 3’→ 5’)である 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 DNA は 5’→ 3’ 方向へ合成される 
 
リーディング鎖(赤色)の合成を行う複製ポリメラーゼは Polε、 
ラギング鎖(青色)の合成を行う複製ポリメラーゼは Polδである。 
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第 2 節  DNA 合成酵素 Polε  
 
	 複製 DNA ポリメラーゼのうち、複製時にリーディング鎖の複製を担ってい
る酵素がポリメラーゼε (Polε)である (Pursell et al., 2007)。Polεは 4 つの
サブユニット PolE1, PolE2, PolE3, PolE4 からなる酵素である (Hamatake et 
al., 1990)。4 つのサブユニットのうちの PolE1 には、複製を担うポリメラーゼ
活性部位と、校正を担うエキソヌクレアーゼ活性部位があり (Henninger et al., 
2014)、ポリメラーゼ活性による正確な複製と、エキソヌクレアーゼ活性の正確
な校正により Polεは、1 千万回に 1 回しか複製エラーを起こさないという優れ
た正確性を実現している (Ohya et al., 2002)。この優れた正確性を有している
がために、Polεエキソヌクレアーゼ活性はゲノム維持のために極めて重要であ
る。また、Polεエキソヌクレアーゼ活性の変異は、今日の多くのがん細胞で見
受けられている (Hoang et al., 2015)。そのため、Polεエキソヌクレアーゼ活
性の持つ、ゲノム維持機構を理解することは極めて重要である。 
	 所属研究室では、Polεエキソヌクレアーゼ活性が変異により機能しなくなっ
た細胞 (Polεexo- 細胞)をニワトリ B 細胞 DT40、マウス線維芽細胞 MEF なら
びにヒト B 細胞 TK6 において単離しており、その表現型を野生型細胞と比較し
ている。 
	 DT40 細胞と TK6 細胞において Flow Cytometer により 3 日間細胞数を測定
し、Polεexo- の増殖速度を調査したところ、倍加時間は、DT40 細胞では野生
型細胞に比べ若干の遅れがあるものの、TK6 細胞では野生型細胞と大きな差は
見られていない (Fig. 3, Table 1)。 
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 (A) DT40 細胞       (B) TK6 細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 Polεexo- 細胞の増殖速度は正常である 
 
(A) DT40 細胞 (B) TK6 細胞ともに、Flow Cytometer を用いて 
細胞数を測定した。 
 
 
倍加時間 [h] WT Polεexo- 
DT40 細胞 7.33 8.88 
TK6 細胞 12.6 13.0 
 
Table 1 Polεexo- 細胞の倍加時間は正常である 
 
表に記述されている倍加時間は、2 回の実験の平均値を示している。 
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	 また、BrdU 抗体を用いた細胞周期を調べたところ、DT40 細胞においてどの
細胞期も野生型と似た割合を示している (Fig. 4)。この結果から、Polεエキソ
ヌクレアーゼ活性の欠損は、増殖や細胞周期に限定的な影響しか与えないこと
がわかっている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. 4 Polεexo- 細胞の細胞周期は正常である (DT40 細胞)  
 
縦軸は BrdU の取り込み量を表し、横軸は PI 染色量 (DNA 量に
比例する)を表す。グラフ上に示した数値は、2 回の実験の各周期
における割合の平均値である。 
 
 
	 Polεエキソヌクレアーゼ活性の表現型として、抗がん剤カンプトテシンに感
受性を示すことがわかっている(Fig. 5)。この事実から、Polεエキソヌクレア
ーゼ活性が、カンプトテシン耐性化に寄与することが示唆された。 
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(A) DT40 細胞        (B) TK6 細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 Polεexo- 細胞はカンプトテシンに感受性を示す 
 
(A)DT40 細胞、(B)TK6 細胞いずれも、WT 細胞と Polεexo- 細胞
を用いた ATP 法による感受性試験を 3 回おこなった。平均値を算
出しグラフに示した。標準偏差を算出し、誤差範囲とした。 
 
 
	 カンプトテシンは、トポイソメラーゼ I 酵素(TOPI)の阻害剤である。TOPI
は DNA と共有結合を形成し、一時的に一本鎖切断を作ることで DNA のよじれ
を解消する。カンプトテシンが TOPI を阻害すると、DNA-TOP1cc と呼ばれる
DNA と TOP1 が共有結合した形状の一本鎖切断が形成される (Fig. 6)。その一
本鎖切断は、タンパク質 TDP1 や XRCC1 が関わる経路により修復される (Das 
et al., 2014)が、修復されないと複製中のDNAに二本鎖切断を誘導する (Fig. 7)。
このような損傷を引き起こすカンプトテシンに対し Polεエキソヌクレアーゼ
活性が耐性化を示すが、その耐性化機構はわかっていない。 
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Fig. 6 カンプトテシンはトポイソメラーゼ I (TOP1) 
の阻害薬として作用する 
 
二重らせんを形成する DNA のねじれ (A)を解消するために、 
TOP1 が DNA の一方の鎖に共有結合し、一時的に一本鎖切断を引
き起こす (B)。その後、TOP1 によりねじれが解消されると TOP1
は DNA との結合を解消し、一本鎖切断は修復される。しかし、カ
ンプトテシンが存在すると、TOP1 と DNA が共有結合を形成した
状態で安定化してしまう (C)。 
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Fig. 7 カンプトテシンにより生じた TOP1cc は 
二本鎖切断を誘導する 
 
TOP1 と DNA が共有結合を形成し安定化する (A)と、TOP1 の分
解産物 (TOP1cc)が残ってしまう (B)。TOP1cc はタンパク質
XRCC1 や TDP1 が関わる経路によって修復される (C)が、修復さ
れずに複製が進むと、DNA の二本鎖切断が誘導される (D)。 
 
 
第 3 節  Fork reversal 
 
	 カンプトテシンにより生じた TOP1cc が、除去されずに鋳型となって新生鎖
が複製されようとすると、複製フォークの巻き戻しが起こる(Fig. 8)。この巻き
戻しを Fork reversal 形成と呼ぶ (Costes & Lambert, 2013, Berti et al., 2013, 
Chaudhuri et al., 2012)。Fork reversal は、ヌクレアーゼによる新生鎖の削り
込みによって開始される。Fork reversal が形成されると複製フォークの進行は
停止し、複製も停止する。複製停止中に TOP1cc は、タンパク質 XRCC1 や TDP1
  DNA	
DNA複製�
TOP1	
(TOP1cc)
XRCC1,	TDP1	
		
3’5’ 3’5’
3’5’
TOP1cc

(A) 	 	 	 	 	 	(B) 	 	 	 	 	 	(C)
(D)
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が関わる経路により修復される (Das et al., 2014)。 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8 鋳型鎖に TOP1cc が存在すると、 
Fork reversal 形成が起こる。 
 
鋳型鎖に TOP1cc が存在する状態で複製が起きようとすると (A)、
Fork reversal 形成により複製フォークは巻き戻る (B)。 
 
 
第 4 節  相同組換え 
 
	 DNA の似通った塩基配列を発見して組換えを起こす反応は、相同組換えと呼
ばれている。相同組換えは、ヌクレアーゼによる DNA 末端除去により開始す
る(Costes & Lambert, 2013)。相同組換えは、相同性の高い配列を認識するこ
とで起こるため、相同な DNA 鎖が近接している S 期ならびに G2 期に特異的
に働く。S 期に起こる相同組換えは主に Fork reversal 形成、二本鎖切断修復を
目的としており、G2 期に起こる相同組換えは主に二本鎖切断修復を目的として
いる。Fork reversal 形成は、鋳型鎖に損傷が生じたまま複製が進むとき、複製
フォークが巻き戻ることで生じる(Costes & Lambert, 2013, Berti et al., 2013, 
Chaudhuri et al., 2012) (Fig. 9)が、開始するヌクレアーゼは明らかになってい
ない。一方、二本鎖切断修復を開始するヌクレアーゼは、Mre11, CtIP, DNA2
ヌクレアーゼが深く関わっていることが明らかにされている (Hoa et al., 
Polε"#&'$,!-%		
	 	
	
Fork	reversal	
Fork	reversal







:(+)*-%	
:TOP1cc	
	:	
	:	
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2015b) (Fig. 10)。 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9 Fork reversal 形成は、ヌクレアーゼによる 
新生鎖削り込みにより開始される 
 
鋳型鎖に TOP1cc が存在する状態で複製が進もうとする (A)と、
ヌクレアーゼ活性により新生鎖が削り込まれ (B)、組換え酵素によ
りコーティングされる。相同組換えを介して Fork reversal が形成
される (C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10 相同組換えを介した 
二本鎖切断修復はヌクレアーゼによる 
DNA 切断末端除去により開始される 
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二本鎖切断が生じる (A)と、Mre11、CtIP、 DNA2 といったヌク
レアーゼが 5’→ 3’ 方向への DNA 切断末端除去を行い (B)、相同
性の高い配列をもとに相同組換えを引き起こす (C-F)。 
 
 
第 5 節  ニワトリ B 細胞 DT40 およびヒト B 細胞 TK6 
	 細胞周期のうちS期に機能するDNA合成酵素であるPolεに関する研究を行
うにあたり、ニワトリ B 細胞 DT40 ならびにヒト B 細胞 TK6 は、以下 5 点か
ら最適の細胞種であると判断できる。 
	 1 点目は、細胞周期のうち S 期を占める割合が多い点である。DT40 細胞、
TK6 細胞のいずれも S 期を占める細胞の割合は 60%以上を占めている。この点
から、S 期における酵素や DNA の挙動を観察しやすく、研究のモデルとして適
している。 
	 2 点目は、倍加時間の短さという点である。DT40 細胞は約 8 時間、TK6 細
胞は約 12 時間で倍加する。一般的なヒト培養細胞が約 24 時間以上の倍加時間
を持つことが多いことを踏まえると、短時間で倍加することがわかる。短時間
で増殖する為に、短時間で研究結果を出すことが可能である。 
	 3 点目は、浮遊細胞である点である。今日の研究モデル細胞は、接着細胞と
浮遊細胞の 2 つに分類されることができる。接着細胞は細胞の回収、継代の際
にディッシュから剥がす必要がある。一方、浮遊細胞はディッシュの中の細胞
培養液中で浮遊しているため、ディッシュから剥がす作業が不要である。すな
わち、細胞を剥がす作業による実験結果への影響も防ぐことができる。したが
って浮遊細胞であるこれらの細胞種は、研究のモデルとして適している。 
	 4 点目は、遺伝子操作が容易という点である。DT40 細胞は高等真核生物の中
でも標的組換え効率が極めて高い (Buerstedde & Takeda, 1991)。高等真核生
物にゲノム DNA を導入するときの標的組換え効率は一般的に低く、ゲノムの
様々な位置に挿入されるランダムインテグレーションを多く引き起こす。一方、
DT40 細胞では、全長 5kb 程度の相同な配列を有するゲノム DNA を導入する
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と、高い確率で標的部位に組換えを引き起こすことができるため、容易に遺伝
子破壊細胞を得ることが可能である。また、TK6 細胞では標的組換え効率こそ
低いが、CRISPR-Cas9 system による遺伝子破壊細胞を得るメソッドが確立し
ている (Sternberg et al., 2014)ため、高頻度で遺伝子破壊細胞を得ることが可
能である。遺伝子操作の容易性という観点からも、いずれの細胞種もモデルと
して適している。 
	 5 点目は、複数の薬剤選択マーカーを利用することができる点である。DT40
細胞では 7 種類(Blasticidin, Bleomycin, Ecogpt, Histidinol, Hygromycin, 
Neomycin, Puromycin)の薬剤選択マーカーが使用可能であり、TK6 細胞では
Ecogpt を除く 6 種類の薬剤選択マーカーが使用可能である。多数の薬剤選択マ
ーカーを使用することで、多重欠損細胞の作製も可能である。 
	 また、DT40 細胞が TK6 より優れる点として、細胞増殖が速い点が挙げられ
る。倍加に 12 時間を要する TK6 細胞に比べ、8 時間で 1 回分裂する DT40 細
胞は、TK6 よりも短時間で実験を遂行できる点で優れている。一方、TK6 細胞
が DT40 細胞より優れる点としては、ヒト細胞であることが挙げられる。我々
の研究の目的は、ヒトでのゲノム維持機構の解明である。したがってヒト細胞
を用いた研究を行うことは、ニワトリ細胞を用いた研究を行うことよりも合理
的、かつ実用的である。さらに、ヒト細胞を標的とした抗体は、ニワトリ細胞
を標的とした抗体よりも多く世に出回っており、研究の汎用性が高い。 
 
 
第 6 節  本研究の目的 
	 目的は、Polεエキソヌクレアーゼ活性がもつ、カンプトテシン耐性化の機構
の解明である。Polεエキソヌクレアーゼ活性の変異が多くのがん細胞で見受け
られている (Hoang et al., 2015)ことからも、本研究により耐性化機構を解明す
ることで、がん治療に役立つものと考えている。 
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第 2 章  使用試薬および実験方法  
 
第 1 節  使用試薬 
 
試薬      購入先          
2-Me      和光純薬工業 
Acetone      和光純薬工業 
AcOH      和光純薬工業 
Anti-BrdU monoclonal antibody   BD Pharmingen 
Anti-phosphorylated H2A.X (Ser139) antibody Merk Millipore 
Anti-Mouse IgG antibody    Southern Biotech 
BAM Banker     和光純薬工業 
BSA(プロテアーゼフリー)    Nacalai Tesque 
BrdU      Nacalai Tesque 
Camptothecin     Topogen 
Cell Banker     和光純薬工業 
Cell Titer-Glo ®     Promega 
CS      Thermo Fisher Scientific 
CldU      SIGMA-ALDRICH 
DMEM/F12     和光純薬工業 
DMSO      和光純薬工業 
EtOH      和光純薬工業 
EDTA・2Na     和光純薬工業 
FBS      Biosera 
HCl      和光純薬工業 
HS      Gibco 
IdU      東京化成工業 
L-Glutamine     Nacalai Tesque          
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試薬      購入先          
MeOH      和光純薬工業          
NP40      SIGMA 
PBS      和光純薬工業 
PFA      Nacalai Tesque 
PI      Nacalai Tesque 
RPMI1640     和光純薬工業 
Sodium Pyruvate    Nacalai Tesque 
TritonX100     MP biomedicals 
Tris      和光純薬工業 
Tween      関東化学          
 
 
第 2 節  使用試薬調製法 
 
[DT40 細胞培地] 
試薬    使用量   最終濃度         
DMEM/F12   500 mL 
FBS (Heat inactivated)  50 mL   10% [v/v] 
CS    5 mL   1% [v/v] 
L-Glutamine   5 mL   1% [v/v] 
P/S    5 mL   1% [v/v] 
50 mM 2-Me   500 μL   50 μM          
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[TK6 細胞培地] 
試薬    使用量   最終濃度         
RPMI1640   500 mL 
HS (Heat inactivated)  50 mL   10% [v/v] 
L-Glutamine   5 mL   1% [v/v] 
Sodium Pyruvate  500 μL   0.1% [v/v] 
50 mM 2-Me   500 μL   0.1% [v/v]        
 
 
[50 mM 2-Me]  
試薬    使用量   最終濃度         
2-Me    352 μL   50 mM 
Sterilized MQ   mess up to 100 mL           
 
 
[1% BSA/PBS]*用事調製 
試薬    使用量   最終濃度         
BSA    0.01x [g]  1% [w/v] 
PBS    x [mL]             
 
 
[3% BSA/PBST]*用事調製 
試薬    使用量   最終濃度         
BSA    0.03x [g]  3% [w/v] 
PBST    x [mL]             
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[1 mM CPT] 
試薬    使用量   最終濃度         
10 mM CPT   x [uL]   1 mM 
DMSO    9x [uL]             
 
 
[Carnoy’s Solution] 
試薬    使用量   最終濃度         
MeOH    3x [mL]   0.75% [v/v] 
AcOH    x [mL]   0.25% [v/v]       
 
 
[25mM CldU] 
試薬    使用量   最終濃度         
CldU    32.83 mg  25 mM 
MQ    mess up to 5 mL            
 
 
[0.5 M EDTA (pH 8.0)] 
試薬    使用量   最終濃度         
EDTA・2Na   186.1 g   0.5 M 
NaOH    pH 8.0 に調整 
DW    mess up to 1 L            
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[2 N HCl-0.5% TritonX100] 
試薬    使用量   最終濃度         
HCl    2 mL   2 N 
10% Triton   600 uL   0.5% [v/v] 
DW    mess up to 12 mL           
 
 
[2.5 N HCl]*用事調製 
試薬    使用量   最終濃度         
HCl    10 mL   2.5 N 
DW    40 mL             
 
 
[125 mM IdU] 
試薬    使用量   最終濃度         
IdU    44.26 mg  125mM 
DMSO    mess up to 1 mL            
 
 
[Lysis Buffer] 
試薬    使用量   最終濃度          
20% SDS   2.5 mL   0.5% [w/v] 
1 M Tris-HCl (pH7.4)  20 mL   200 mM 
0.5 M EDTA-NaOH (pH8.0) 10 mL   50 mM 
MQ    mess up to 100 mL            
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[0.1 N NaBorate] 
試薬    使用量   最終濃度         
Na2B4O7   20.122 g   0.1 N 
MQ    mess up to 1 L            
 
 
[10% NP40] 
試薬    使用量   最終濃度         
NP40    100 uL   10% [v/v] 
DW    mess up to 1 mL            
 
 
[0.1% NP40/PBST] 
試薬    使用量   最終濃度         
10% NP40   100 uL   0.1% [v/v] 
PBST    mess up to 10 mL           
 
 
[PBST] 
試薬    使用量   最終濃度         
10% Tween   5 mL   0.05% [v/v] 
PBS    mess up to 1 L          
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[1 M Tris-HCl (pH 7.4)] 
試薬    使用量   最終濃度         
Tris    121 g   1 M 
HCl    pH 7.4 に調整 
DW    mess up to 1 L            
 
 
第 3 節  使用機器一覧 
 
機器名    メーカー          
C6 Flow Cytometer  BD bioscience 
Countess   Thermo Fisher Scientific 
Cyto-Tek   SAKURA 
CO2 INCUBATOR  SANYO 
FLUOROSKAN ASCENT FL Thermo Fisher Scientific 
Nikon Eclipse   Nikon     
Nikon TS100   Nikon 
オートクレーブ LSX-500  TOMY 
クリーンベンチ   AIRTECH 
ユニバーサル冷却遠心機 5911 KUBOTA 
ユニバーサル冷却遠心機 5922 KUBOTA            
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第 4 節  使用細胞株一覧 
 
細胞種  使用株名  使用マーカー  
DT40  WT 
  POLE1-/D269A *1  Bsr 
  Mre11-/- tet *2   
  CtIP-/-/- tet *3  Puro 
  DNA2-/- tet *4  His   
TK6  WT 
  POLE1-/D275A *1  Neo 
  PARP1-/- *5  His, Puro 
  Polεexo-/PARP1-/-  His, Neo, Puro  
 
*1 本論文では Polεexo- と表記する。該当するアスパラギン残基はエキソヌク
レアーゼ活性中心部位であり、高度に保存されている (Tsuda et al., 2017)。 
*2 二本鎖切断修復のための相同組換えに必要な DNA 除去を担うヌクレアーゼ
である Mre11 (Hoa et al., 2015b)を条件的に欠損させた細胞。必須遺伝子であ
る (Yamaguchi-Iwai et al., 1999)ため、Tet-off システム (Das et al., 2016)に
よる条件的欠損株を用いた。 
*3 Mre11 を含む複合体と相互作用することで、相同組換えを促進する酵素であ
る CtIP (Sartori et al., 2007)を条件的に欠損させた細胞。必須遺伝子である
(Nakamura et al., 2010)ため、Tet-off システム (Das et al., 2016)による条件的
欠損株を用いた。 
*4 二本鎖切断修復のための相同組換えに必要なタンパク質である DNA2 (Zhu 
et al., 2008)が条件的に欠損した細胞。必須遺伝子である(Hoa et al., 2015a, 
Zhu et al., 2008)ため、Tet-off システム (Das et al., 2016)による条件的欠損株
を用いた。 
*5 Poly-ADP ribose polymerase 1 (PARP1)を欠損させた細胞。PARP は Fork 
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reversal 形成を制御しているという報告がある (Sugimura et al., 2008)。 
 
 
第  5 節  実験原理および方法 
 
Heat Inactivation 
56℃に保温した水槽に対象を入れ、30 min 静置した。 
 
細胞培養 
(DT40 細胞) 
6 cm ディッシュに 5 mL、あるいは 10 cm ディッシュに 10 mL の温めた培地を
とり、細胞液を加え 39.5℃、CO2 5%条件下のインキュベーターにて培養した。 
(TK6 細胞) 
6 cm ディッシュに 5 mL、あるいは 10 cm ディッシュに 10 mL の温めた培地を
とり、細胞液を加え 37.0℃、CO2 5%条件下のインキュベーターにて培養した。 
 
細胞を-80℃に凍結保存する場合、2×106 cells を遠心分離して培地を除去した
のち、Cell Banker もしくは BAM Banker 500 μL に懸濁し保存した。 
 
Flow Cytometer を用いた増殖速度の測定 
目的：細胞の増殖を測定する。本研究においては、WT 細胞と Polεexo- 細胞の
増殖速度、倍加時間を測定している。 
 
原理：Flow Cytometer により細胞数を測定する。死細胞を染色する PI を添加
することで、測定値から死細胞を除外することができる。また、濃度既知のビ
ーズを一緒に用いることで、ビーズの量から間接的に細胞数を求めることがで
きる。 
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方法：1.5 mL チューブに 5 μg/ mL の PI を 1 μL、2.4×105 / mL のビーズ
を 10 μL、指数関数的に増殖している細胞を 200 μL 加え、よく懸濁した。
Flow Cytometer を用いて、ビーズを 500 個測定し、その間に測定される生細
胞の数から細胞の濃度を計算した。新しいディッシュに、1x105 cells/ mL にな
るように細胞を希釈した。以上の操作を以降 3 日間繰り返し、合計 4 点を出し
た。4 点から Growth Curve を作成し、検量線から倍加時間を算出した。 
 
 
BrdU 抗体を用いた細胞周期解析 
目的：細胞周期を観察する。本研究においては、WT 細胞と Polεexo- 細胞の細
胞周期分布を比較する。 
 
原理：DNA を構成するヌクレオシドの 1 つであるチミジンのアナログ、BrdU
を培地に投与すると、チミジンの代わりに DNA に取り込まれる。細胞が BrdU
を取り込むのは S 期のみであるため、BrdU を取り込んだ細胞は S 期であるこ
とがわかる。したがって BrdU を抗原とする抗体で反応させると S 期の細胞を
分類することができる。また、細胞を固定させてから PI を投与することで、各
細胞の DNA 量を定量化することができる。これは PI が DNA にインターカレ
ートするためである。G2 期と M 期の細胞が持つ DNA 量は G1 期の細胞が持つ
DNA 量の 2 倍であり、S 期の細胞が持つ DNA 量は複製の進行度合いと正の相
関にある。縦軸に BrdU の取り込み度を置き、横軸に PI の染色度合いを置き、
各細胞を個別診断することで、各細胞の細胞周期を G1 期、S 期、G2/M 期に分
類することができる。本実験では G2 期の細胞と M 期の細胞を見分けることが
できない。 
 
方法：1.5 mL チューブに 5-10×105 cells/mL の細胞液を 1 mL を入れた。25 
mM BrdU を 2 μL 投与し、15 min インキュベートした。1200 rpm, 4℃, 3 min
遠心分離後、上清を除去した。冷 PBS を 50 μL 加えピペッティングしたのち、
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冷 70%エタノールを 1 mL 加え、1 h〜2 weeks の範囲で、4℃で細胞を固定し
た。1200 rpm, 4℃, 3 min 遠心し、上清を除去した。1% BSA/ PBS 1 mL で洗
浄して、2 N HCl-0.5% TritonX100 1 mL を加え 30 min 静置し、DNA に断裂
を誘導した。1% BSA/ PBS 1 mL で 2 回洗浄したのち、1% BSA/ PBS 500 μL
に再懸濁し、うち 250 μL は新たな 1.5 mL チューブに移した (残りの 250 μ
L は 4℃で保管した)。1200 rpm, 4℃, 3 min 遠心後、1% BSA/ PBS に希釈した
anti-BrdU monoclonal mouse antibody (100 x) 30 μL で再懸濁し、室温で 30 
min 静置し一次抗体反応を行った。この時 10 min おきにタッピングし、抗体
反応が満遍なく行われるにした。1% BSA/ PBS 500 μL で 2 回洗浄し、同様に
希釈した FITC-conjugated anti-mouse IgG antibody (50 x) 50 μL で再懸濁し、
室温で 30 min 静置し二次抗体反応を行った。この時 10 min おきにタッピング
し、抗体反応が満遍なく行われるようにした。1% BSA/ PBS で洗浄後、5 μg/ 
mL の PI を含む 1% BSA/ PBS 250 μL に再懸濁し、暗所に室温で 2 h 以上静
置した。サンプルをフィルターに通し、Flow Cytometer により測定した。 
 
 
カンプトテシン感受性試験 (ATP 法) 
目的：薬剤カンプトテシンに対する細胞の感受性を調べる。 
 
原理：生細胞数と細胞のエネルギー源である ATP 量は比例する。ATP は、ホ
タル由来の酵素であるルシフェラーゼ (Wilson, 2007)により発光する。ルシフ
ェラーゼは、マグネシウムイオン存在下においてルシフェリンと ATP との酸化
反応を触媒する。ルシフェリンは酸化されることで励起状態となるが、基底状
態に戻る際に発光する。発光量は ATP 量に比例し、ATP 量は生細胞数と比例
することから、発光量を測定することで生細胞を測定することができる。 
 
 
 
 30 
方法： 
(DT40 細胞) 
24ウェルプレートに最終濃度 0, 10, 20, 40 nMのカンプトテシンを 1×104 /mL, 
1 mL の DT40 細胞培養液に添加し、39.5℃で 48 h 培養した。 
 
(TK6 細胞) 
24 ウェルプレートに最終濃度 0, 2.5, 5.0, 10 nM のカンプトテシンを 1×104 
/mL, 1 mL の TK6 細胞培養液に添加し、37℃で 72 h 培養した。 
 
上記時間経過後、24 ウェルプレート内で細胞を十分に懸濁し、100 μL を黒色
96 ウェルプレートに分取し、CellTiter-Glo (Promega) 50 μL を加えた。発光
量を、FLUOROSKAN ASCENT FL によって測定し、ATP 量をもとに生存率
を測定した。 
 
 
γH2AX 免疫染色法 
目的：細胞内における、DNA 損傷マーカーである γH2AX タンパク質の局在を
観察する。本研究においては、カンプトテシンによる損傷の修復を観察するた
めに、細胞にカンプトテシンを曝露した後の γH2AX の局在を観察する。 
 
原理：DNA に巻き付くヒストンのうち、ヒストン H2A のバリアントである
H2A.X は、DNA に損傷が生じることでリン酸化される。リン酸化された H2A.X
は γH2AX と呼ばれる (Kinner et al., 2008)。すなわち、γH2AX タンパク質を
検出することで、DNA の損傷の有無を定量的に判断することができる(Kinner 
et al., 2008)。免疫染色法では、スライドガラスに細胞を貼り付けて固定し、目
的タンパク質を抗原とする抗体を反応させる。蛍光染色により可視化したタン
パク質と、核染色により染色された細胞核は、蛍光顕微鏡を用いて局在を調べ
ることができる(Kinner et al., 2008)。 
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方法：薬剤処理した 2×105 cells の細胞を 500 rpm, 5 min の Cytospin 遠心に
よりスライドガラス(MATSUNAMI)に貼り付けた。スライドガラス上の細胞を
PAPPEN で縁取り、4% PFA 50 uL を滴下し、10 min 細胞を固定した。コッ
プリンジャーに入れた PBS で 5 min、2 回洗浄したのち、細胞上に 0.1% NP40/ 
PBST 50 uL を滴下し、10 min 細胞膜を破裂させた。コップリンジャーに入れ
た PBS で 5 min、2 回洗浄したのち、細胞上に 3% BSA/ PBST 50 uL を滴下し、
30 min ブロッキングした。3% BSA/ PBST に希釈した Anti- phosphorylated 
H2A.X (Ser139) antibody (500 x) 50 uL を滴下し、一次抗体反応を 37℃にて
45 min おこなった。コップリンジャーに入れた PBS で 5 min、 
3 回洗浄したのち、anti-mouse IgG FITC antibody (x 500) 50 uL を滴下し、二
次抗体反応を 37℃にて 45 min おこなった。コップリンジャーに入れた PBS で
5 min、3 回洗浄したのち、核染色のため VECTASHIELD を滴下しカバーガラ
ス(MATSUNAMI)で覆った。暗所、4℃にて一晩静置したのち、蛍光顕微鏡を
用いて観察した。 
 
 
DNA Fiber アッセイ 
目的：DNA の複製の速さを定量的に求める。本研究においては、カンプトテシ
ンを投与したことによる複製の遅れを調べるために行っている。 
 
原理：DNA を構成するヌクレオシドの１つであるチミジンのアナログ、CldU
ならびに IdU を培地に添加すると CldU と IdU がチミジンの代わりに DNA に
取り込まれる。CldU を抗原とする抗体、および IdU を抗原とする抗体を反応
させ、組み込まれる CldU や IdU を可視化することができる。組み込まれる
CldU や IdU の量と複製される DNA の長さは比例するため、CldU と IdU の処
理条件(時間や温度、培地等)を一致させ、複製の速さを定量的に求める。 
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方法：5×105 cells/ mL の細胞 1 mL を 1.5 mL チューブに加え、39.5℃ (DT40
細胞)あるいは 37℃ (TK6 細胞)で 15 min プレインキュベートした。25 mM 
stock CldU を 1 μL 加えピペッティングした後、15 min インキュベートした。
125 mM stock IdU を 2 uL と 1 μM CPT を 1 μL、または DMSO 1 μL を
含む溶液を加えピペッティングした後、15 min インキュベートした。処理後の
1.5 mLチューブを氷上にて 2 minインキュベートした。4℃、3000 rpmで 2 min
遠心分離後、培地を除去し、冷 PBS を 500 μL 加えてピペッティングした。
うち 2 μL をスライドガラス (MATSUNAMI)に貼り付け、スライドガラスを
傾けた後 Lysis Buffer を 60 μL 滴下して流した。スライドガラスが乾く前に
コップリンジャーに入れた Carnoy’s solution で 3 min 固定した。その後コップ
リンジャーに入れた 70% 冷 EtOH により、4℃で 1 h〜1 week 固定した。コッ
プリンジャーに入れた PBS で 3 min 洗浄した。コップリンジャーに入れた 2.5 
N HCl で 30 min 処理し、DNA に断裂を誘導した。コップリンジャーに入れた
0.1 N NaBorate で 3 min 中和した。コップリンジャーに入れた PBST で 3 min
洗浄した。スライドガラスを傾けて表面の水分を軽く流したのち、表面に 1% 
BSA/PBS に希釈した Mouse Anti-BrdU monoclonal antibody (50 x)ならびに 
Anti-BrdU Rat monoclonal antibody (200 x) 100 μL を滴下し、室温にて 1 h
静置した。コップリンジャーに入れた PBST で 1 min, 1 min, 5 min の計 3 回
洗浄した。スライドガラスを傾けて表面の水分を軽く流したのち、表面に 1% 
BSA/PBS に希釈した anti-Mouse Alexa Fluor 488 antibody (25 x)ならびに
Cy3 Anti-Rat antibody (400 x) 100 μL を滴下し、室温にて 1 h 静置した。コ
ップリンジャーに入れた PBST で 1 min, 1 min, 5 min の計 3 回洗浄した。ス
ライドガラスを傾けて表面の水分を軽く流したのち、Mountant, PermaFluor
を 1 滴落とし、カバーガラス (MATSUNAMI)で覆った。暗所、室温にて一晩
静置したのち、蛍光顕微鏡を用いて観察し、画像解析ソフト ImageJ により解
析した。 
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Countess を用いた増殖速度の測定 
目的：細胞の増殖を測定する。本研究においては、WT 細胞と Mre11Δ 細胞、
CtIPΔ 細胞、DNA2Δ 細胞の増殖を測定し、比較している。 
 
原理：Countess により細胞数を測定する。細胞の形から生細胞と死細胞を判別
し、細胞培養液中の細胞濃度を算出することができる。 
 
方法：スライドガラスに細胞培養液 10 μL を滴下し、上からカバーガラスで
被せ覆った。Countess にスライドガラスを入れ、細胞培養液中の細胞濃度を測
定した。新しいディッシュに、1×105 cells/ mL になるように細胞を希釈した。
以上の操作を翌日以降、同時間帯で 6 日または 7 日繰り返し、Growth Curve
を作成した。 
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第 3 章  結果と考察  
 
第 1 節  Polεexo- 細胞はカンプトテシンによる損傷を修復しない 
 
	 カンプトテシンにより TOP1cc が安定化する。安定化したまま複製期に入る
と、二本鎖切断が誘導される。その二本鎖切断をはじめとするカンプトテシン
による DNA 損傷の回復を観察するため、免疫染色法による γH2AX foci を観察
した。本実験では 1 μM カンプトテシンを 15 min 曝露し、カンプトテシンを
含まない培地に交換してから 0, 1, 3, 6, 9, 12 h 経過後細胞を回収し、
Anti-γH2AX 抗体により免疫染色した。その結果、WT 細胞ではカンプトテシ
ン曝露後に γH2AX foci を検出したものの、1 h 経過後から徐々に減少していっ
た。一方 Polεexo- 細胞では、カンプトテシン曝露後に検出された量の γH2AX 
foci は、12 h 経過後も減少することはなかった (Fig. 11, 12)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11 Polεexo- 細胞はカンプトテシンによる 
損傷を修復しない (写真) 
CPT- 0	h 1	h 3	h
WT
Polεexo-
6	h 9	h 12	h
WT
Polεexo-
WT	Polεexo-		γH2AX	foci		
(TK6	1	μM	CPT	15	min	[:DAPI,	γH2AX	foci:	FITC])


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Fig. 12 Polεexo- 細胞はカンプトテシン 
による損傷を修復しない (グラフ) 
 
横軸は最左がカンプトテシン非処理 (CPT -)を示している。他は 1 
μM カンプトテシンを 15 min 曝露し、培地を洗浄、交換してか
らの経過時間を示しており、該当時間に細胞を回収し、γH2AX foci
を観察した。γH2AX の染色は、細胞全体が染色されている(pan 
nuclei)か、全く染色されていないかに二分されており、前者を
γH2AX Positive と定義した。縦軸は、200 個以上の細胞を観察し
t、γH2AX Positive の細胞の割合を示す。同じ実験を 2 回おこな
った。平均値を算出しグラフに示した。標準偏差を算出し、誤差
範囲とした。 
 
 
	 カンプトテシンは DNA の複製中に二本鎖切断を誘導する(Yamauchi et al., 
2011)。複製中に生じる損傷を修復するためには、複製フォークの停止が必要で
ある。複製フォークの停止が Polεexo- 細胞において起こっていない可能性があ
ることが示唆された。 
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第 2 節  Polε exo- 細胞はカンプトテシン存在下でも複製フォークを停止
しない 
 
	 Polεexo- 細胞が複製時において、カンプトテシンにより生じた損傷を修復す
るための複製フォーク停止を起こさない可能性があることが前節により示唆さ
れた。その検証のため、DNA Fiber アッセイをおこなった。その結果、DT40
細胞でも TK6 細胞でも、WT 細胞がカンプトテシン存在下において複製の遅れ
が生じるのに対し、Polεexo- 細胞はカンプトテシン存在下でも複製に遅れを生
じないことがわかった (Fig. 13 -15)。このことから、Polεエキソヌクレアーゼ
活性がカンプトテシン損傷応答における複製フォークの停止に必須であること
が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 13 Polεexo- 細胞はカンプトテシン存在下で 
DNA Fiber が短くならない (写真、赤枠) 
 
 
CPT	- 1	μM	CPT
DT40	WT
DT40	Polεexo-
TK6	WT
TK6	Polεexo-
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 (A) DT40 細胞       (B) TK6 細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14 Polεexo- 細胞はカンプトテシンによる 
複製フォークの停止が生じない (平均値グラフ) 
(A) DT40 細胞、 (B) TK6 細胞いずれも縦軸 (CldU/ IdU)は、CldU
を取り込んで複製した DNA の長さを、IdU を取り込んで複製した
DNA の長さで割った値を示す。同じ実験を 2 回おこなった。平均
値を算出しグラフに示した。標準偏差を算出し、誤差範囲とした。 
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(A) DT40、WT 細胞      (B) DT40、 Polεexo- 細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
(C) TK6、 WT 細胞      (D) TK6、 Polεexo- 細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 15 Polεexo- 細胞はカンプトテシンによるフォークの停止 
が起こらない(ヒストグラム) 
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込んだ DNA と、IdU を取り込んだ DNA の比のヒストグラムを作
成した。横軸は、その比を示し、階級とした。0~1 は 0.25 刻み、
1~3 は 0.1 刻み、3~5 は 1 刻みとした。縦軸は、各階級における度
数を算出し、割合を示した。同じ実験を 2 回おこなった。平均値
を算出しグラフに示した。(A) DT40 WT 細胞 (B) DT40 Polεexo- 
細胞 (C) TK6 WT 細胞 (D) TK6 Polεexo- 細胞 
 
 
	 Polεexo- 細胞ではカンプトテシン損傷応答時に複製フォークの停止が起こら
ないことが示唆された。同様にカンプトテシン損傷応答時に複製フォークの停
止が起こらない表現型を持つものとして PARP1-/- があり (Sugimura et al., 
2008)、PARP が複製フォークの安全な停止に必須であることが明らかになって
いる (Sugimura et al., 2008)。また、Fork reversal に PARP1 が必須であるこ
とが明らかになっている (Chaudhuri et al., 2012)。 
	 Polεエキソヌクレアーゼ活性と PARP1 のカンプトテシン損傷応答経路の関
係を調べるため、Polεexo-/PARP1-/- 細胞 (TK6)を用いてカンプトテシン感受性
試験を実施した。 
 
 
第 3 節  Polεエキソヌクレアーゼ活性はカンプトテシン損傷応答におい
て PARP と同一経路で作用する 
 
	 TK6 細胞において Polεexo-/PARP1-/- 細胞を用いたカンプトテシン感受性を
実施したところ、Polεexo-/PARP1-/- 細胞の生存率は PARP1-/- 細胞と一致した 
(Fig. 16)。このことから、Polεエキソヌクレアーゼ活性は PARP と同一経路で
CPT 損傷応答に作用することがわかった。 
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Fig. 16 CPT 損傷応答において Polεエキソヌクレアーゼ活性は 
PARP と同一経路で作用する 
 
TK6 の WT 細胞、Polεexo- 細胞、PARP1-/- 細胞、ならびに Pol
εexo- / PARP1-/- 細胞(2 クローン#1, #2)のカンプトテシン感受性
を ATP 法により調べ、カンプトテシン各濃度 (横軸)に対する生存
率 (縦軸)を算出した。同じ実験を 2 回おこなった。平均値を算出
しグラフに示した。標準偏差を算出し、誤差範囲とした。 
 
 
第 4 節  Polεエキソヌクレアーゼ活性は、Fork reversal 形成に関与す
ることが示唆された 
 
PARP1 が Fork reversal 形成に関与していることは既知である(Zellweger et 
al., 2015, Chaudhuri et al., 2012, Sugimura et al., 2008)。したがって、Polε
エキソヌクレアーゼ活性も Fork reversal 形成に関与していることがわかった。
このことから以下のモデルを提唱する(Fig. 17)。 
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Fig. 17 モデル：Polεエキソヌクレアーゼ活性が 
Fork reversal に関わっている 
 
TOP1cc が解消されないまま (A)、複製が進む (B)と、WT 細胞で
は Polεエキソヌクレアーゼ活性により新生鎖削り込みが起きる
(C)。その削り込みにより Fork reversal が形成され、複製フォー
クが停止し、TOP1cc の解消が行われる (D)。一方 Polεexo- 細胞
では複製フォークの停止が生じず、複製フォークの崩壊が生じる 
(E)というモデルを立てた。 
 
 
 
	 Fork reversal 形成は相同組換えを介して行われる。相同組換えにはヌクレア
ーゼによる DNA 除去から開始される。その DNA 除去を Polεエキソヌクレア
ーゼ活性が担っていることが示唆された。相同組換えを開始する他のヌクレア
ーゼが Fork reversal に関与するかを調べた。 
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第 5 節  Fork reversal の形成は、Polεエキソヌクレアーゼ活性に依存
して開始される  
 
	 Fork reversal 形成は相同組換えに依存する。相同組換えの開始には、ヌクレ
アーゼによる DNA の除去が必要である。そこで、Fork reversal 形成のための
相同組換えに必要なDNA除去をPolεエキソヌクレアーゼ活性が担っていると
考えた。一方、相同組換えは二本鎖切断修復においても重要な働きを持ち、こ
の修復に必要な DNA 除去を行うヌクレアーゼとして、Mre11, CtIP, DNA2 ヌ
クレアーゼが知られている (Hoa et al., 2015b)。これらのヌクレアーゼがカン
プトテシンによる TOP1cc での複製停止のための相同組換えに寄与する可能性
を検討するため、これらのヌクレアーゼを欠損させた DT40 細胞株を用いて
DNA Fiber アッセイを実施した。ただし、これらのヌクレアーゼは相同組換え
による二本鎖切断修復に必須のタンパク質であり、その遺伝子は欠損すると致
死であるという報告がある (Yamaguchi-Iwai et al., 1999, Nakamura et al., 
2010, Hoa et al., 2015a)。そのため Tet-off システム (Das et al., 2016)を利用
した条件的欠損株 (Mre11Δ, CtIPΔ, DNA2Δ) (Yamaguchi-Iwai et al., 1999, 
Nakamura et al., 2010, Hoa et al., 2015a)を用いた。この時、遺伝子発現を抑
止する Tet-off システムにおいて遺伝子発現抑止剤 Dox を最終濃度 100ng /μL
添加するといずれの条件的欠損株も細胞増殖が停止していることを確認してい
る (Fig. 18)。  
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(A) Mre11 ヌクレアーゼ       (B) CtIP ヌクレアーゼ 
 
 
 
 
 
 
 
(C) DNA2 ヌクレアーゼ 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 18 Mre11, CtIP, DNA2 ヌクレアーゼのいずれも 
Dox 添加により細胞増殖の停止が見られた 
 
Countess を用いて細胞増殖を測定した。横軸は測定した日数を示
す。Day 0 から測定を開始し、Day 0 での細胞数を 1 として規格
化した。縦軸は各日の細胞相対数を示す。既に報告のある結果
(Yamaguchi-Iwai et al., 1999, Nakamura et al., 2010, Hoa et al., 
2015a)に一致する。Dox を添加してから 24 h (CtIP-/-/- tet, DNA2-/- 
tet)もしくは 72 h (Mre11-/- tet)経過後にタンパク質の合成が抑止
される報告がある (Yamaguchi-Iwai et al., 1999, Nakamura et 
al., 2010, Hoa et al., 2015a)ことから、該当時間経過後に DNA 
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Fiber アッセイを開始した。 
 
	 DNA Fiber アッセイの結果、Mre11, CtIP, DNA2 ヌクレアーゼのいずれの欠
損細胞においても、カンプトテシン存在下において野生型細胞と同程度の複製
の遅れが見られ、カンプトテシン存在下で複製の遅れが見られなかったのは Pol
εexo- 細胞のみであることがわかった  (Fig. 19-21)。このことから、Fork 
reversal を形成する際の相同組換えは、Polεエキソヌクレアーゼ活性による末
端 DNA 除去に依存して開始されることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 19 Polεexo- 細胞のみが、カンプトテシン存在下に 
DNA Fiber が短くならない 
 
Mre11Δでは 100 ng/ μL Dox を添加してから 72 h 経過後、CtIP
ΔおよびDNA2ΔではDoxを添加してから 24 h経過後にCldU添
加を開始した。 
 
CPT	- 1	μM	CPT
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Fig. 20 Polεexo- 細胞のみが、カンプトテシンによる 
複製フォーク停止が不良になる (平均値グラフ) 
 
縦軸 (CldU/ IdU)は CldU を取り込んで複製した DNA の長さを、
IdU を取り込んで複製した DNA の長さで割った値を示す。Mre11
Δでは 100 ng/ μL Dox を添加してから 72 h 経過後、CtIPΔおよ
びDNA2ΔではDoxを添加してから 24 h経過後にCldU添加を開
始した。CPT -は 1 回おこなった。1 μM CPT 処理による実験は
2 回おこない、平均値を算出しグラフに示し、標準偏差を算出し誤
差範囲とした。 
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(A) WT 細胞      (B) Polεexo- 細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
(C) Mre11Δ      (D) CtIPΔ 
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Fig. 21 Polεexo- 細胞のみが、カンプトテシンによる 
複製フォーク停止が不良になる (ヒストグラム) 
 
観察した 100 本以上の Fiber について、各 Fiber の CldU を取り
込んだ DNA と、IdU を取り込んだ DNA の比のヒストグラムを作
成した。横軸は、その比を示し、階級とした。0~1 は 0.25 刻み、
1~3 は 0.1 刻み、3~5 は 1 刻みとした。縦軸は、各階級における度
数を算出し、割合を示した。Mre11Δでは 100 ng/ μL Dox を添
加してから 72 h 経過後、CtIPΔおよび DNA2Δでは Dox を添加
してから 24 h 経過後に CldU 添加を開始した。CPT -は 1 回おこ
なった。1 μM CPT 処理による実験は 2 回おこない、平均値を算
出しグラフに示した。 
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第 4 章  まとめ  
 
	 本研究により、Polεエキソヌクレアーゼ活性は、カンプトテシン損傷応答に
おいて、Fork reversal を形成する際に関与することが示唆された。このことか
ら、Polεエキソヌクレアーゼ活性は、カンプトテシン投与により生じた損傷に
対し、Fork reversal 形成による応答経路を用いて耐性化を示すことが推察され
る。この推察を確証するためには、形成された Fork reversal を可視化すること
が必要である。その手段として、電子顕微鏡を用いた Fork reversal 観察実験 
(Hashimoto et al., 2010)を行うことが、本研究の今後の課題である。 
	 また本研究により、カンプトテシン損傷応答において Polεエキソヌクレアー
ゼ活性が PARP タンパク質と同一経路で作用することが明らかとなった。
PARP は広く研究が進められており (Morales et al., 2014)、PARP が乳がん、
子宮体がん、肺がん、胃がんを含め多くのがんと関わっているという報告があ
る (Ossovskaya et al., 2010)。そして、多くのがん細胞で Polεエキソヌクレア
ーゼ活性に変異が生じているという報告がある (Hoang et al., 2015)。Polεエ
キソヌクレアーゼ活性がもつカンプトテシン耐性化機構が明らかになれば、
PARP も絡めた抗がん剤カンプトテシンを用いた治療の発展が期待される。 
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上原清孝氏、川澄遼太郎氏、小林香氏、添野公雄氏、高木季代氏、足立朗氏、
梅田未来氏、大岡正人氏、石川大輔氏、鍜治田絹美氏、小山慎司氏、中里亜利
咲氏、梅村小雪氏、鈴木雄也氏、千松賢史氏、恒川千明氏、坂場翔太氏、宮田
啓史氏、吉本侑依氏に心からの謝意を申し上げます。 
	 化学という分野の教養、専門、実験手法をご指導くださった首都大学東京大
学院	 理工学研究科	 分子物質化学専攻	 諸先生方に謝意を申し上げます。 
	 首都大学東京	 都市教養学部	 都市教養学科	 理工学系	 化学コース、そし
て首都大学東京大学大学院	 理工学研究科	 分子物質化学専攻で共に学業に励
んだ全ての同期に謝意を申し上げます。 
	 最後に、研究生活を精神的に支えていただいた姉、妹、そして精神的、経済
的に支えてくださった両親、祖父母に心から深く感謝致しますとともに、厚く
御礼申し上げます。 
 
平成 30 年 2 月 小林	 宏次 
